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第１章  緒論 
 
がんは、日本において昭和 56 年より日本人の死因の第 1 位で、現在では、
年間 35 万人以上の国民が、がんで亡くなっている。また、生涯のうちにがん

































































    
大腸粘膜に発生する上皮性悪性腫瘍である大腸がん (Colorectal Cancer) の死










考えられている。1 つは良性のポリープ (腺腫 : Adenoma) ががんになる経路、

















て直接がんが発生する経路である。このがんは de novo がんと呼ばれる。 
がんは、発がん遺伝子の出現や発がんを抑制する遺伝子の異常により発生す
るものである。がんの発生やがんの進行には多くの遺伝子が関与している。腺





欧米では分子標的薬として 2003 年セツキシマブが、2006 年パニツムマブが使
用可能となった。再発または手術不可能な大腸がんは、使用できる薬をすべて
使うことができれば、平均生存期間 36 カ月を達成することは難しくなく、5 年
生存も決して珍しくない1)。現在、大腸がんには、L-OHP、CPT-11、5-FU/LV、
カペシタビンに加え、分子標的薬のセツキシマブ、パニツムマブと血管新生阻
害剤のベバシズマブの 8 剤が有効である (Table. 1-2)。しかし、それぞれの副
作用も大きく、副作用を抑えるために併用剤の投与が必須である5)。 
 























































胃がん (Stomach Cancer) は、悪性新生物の中で最も罹患率及び発生率が高く、
多臓器に転移を起こし、死亡率も肺がんに次いで 2 番目に多い。人口 10 万人
当たりの死亡率は男性 53.7 人、女性 26.6 人である。日本や中国等アジア諸国
は欧米に比べ多く、日本では東北日本海側で頻度が多い。組織学的には腺がん






















































































肝臓がん (Liver Cancer) には、肝臓そのものから発症した原発性肝がん (肝細
胞がん(Hepatocellular Carcinoma : HCC)) と、他の臓器のがんが肝臓に転移した
転移性肝がん (Metastatic Liver Cancer) がある。原発性肝がんの約 90% を肝細
胞がんが占め、約 10% が胆管細胞がんである。肝細胞がんは、欧米に比べア
ジアやアフリカに多く、日本において、毎年新規の発症者数は 4 万人で、死亡
数は 3 万 4 千人である。男性では肺がん、胃がんに次いで第 3 位であり、女
性では肺がん、胃がん、大腸がん、膵臓がん、乳がんに次いで第 6 位である。
肝細胞がんの発生要因は、80% が C 型肝炎ウイルスの感染で生じる C 型肝炎、











(Endoscopic Mucosal Resection : EMR) を用い粘膜ごと腫瘍と粘膜






























2009 年に、中国国家食品医薬監督管理局 (SFDA) は、ドキソルビシンを熱感
受性リポソームに封入した ThermoDox を用いた肝細胞がんの Phase Ⅲ試験を
行うと発表した。温熱療法を併用して局所に 40～42℃ の熱を集中させると、
リポソーム内のドキソルビシン放出され、ドラッグデリバリーシステム (Drug 
Delivery System : DDS) により、高濃度のドキソルビシンを標的腫瘍内に選択的
に集めることができ、ThermoDox の有効性と安全性が評価されている5, 6)。 
2010 年 American Society of Clinical Oncology (ASCO) で、B. Sangro 氏が切除
不能な進行がんに対し、20～30μm のビーズにイットリウム-90 (90Y) を結合さ
せたもので β 放射線を放出するラベルマイクロスフェアを用いた放射線塞栓
療法が有効であることを発表した。治療開始から 1 週間以内に見られたグレー
ド 3 の有害事象は、吐き気 2.7%、腹痛 2.0%、疲労感 0.8% だった。以降三か
月までに見られたグレード 3/4 は、高ビリルビン血症 6.2%、肝機能障害 4.6%、






















トーシス誘導リガンド (TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand : TRAIL) に対す























果を示している。さらに、in vivo  における担がんモデルマウスを用いた治療実
験で、高い延命効果が報告されており、臨床試験では、生命倫理委員会承認後
の治験で高い安全性及び固形リンパ腫瘍の縮小効果が得られている 12, 13)。これ
までに、HL はヒト肝臓がん細胞 14)、ヒト肺がん細胞 15)、ヒト乳がん細胞 16-18)、
ヒト前骨髄性白血病 19-21)、ヒト B リンパ腫、ヒト T リンパ腫 22)、ヒト大腸が
ん細胞 23)、マウス大腸がん細胞 24, 25)、コトンラット胃腫瘍由来腹水性がん細胞
26, 27)、エイズ関連リンパ腫 28, 29)、ヒト胆管がん細胞 30)等多くのがん細胞に対し
て制がん効果を示すことが明らかとなっている。また、ヒト免疫不全ウイルス 
(Human Immunodeficiency Virus : HIV) 感染細胞に対して、増殖抑制効果を示すこ
とも報告されている 31)。 
一方、HL はドラッグキャリアーとしても用いられており、フラボノイド 32)、









ア系の抗がん剤 (BCNU) 含有 HL が脳腫瘍モデルラットの治療実験において、
顕著な延命効果を示すことを明らかにしている 34)。さらに、蛍光脂質で修飾し
た HL は、肝臓がん細胞 12)及び大腸がん細胞 23)にのみ融合蓄積し、正常細胞に
は蓄積しないことから、新しいがん診断薬としての可能性が期待されている。
カチオン性脂質含有 HL は、ヒト腎臓がんに対し、in vitro 及び in vivo で制が
ん効果を示している 35, 36)。また、糖系界面活性剤 37-40)を第三成分として含有さ
せた HL は、in vitro において高い制がん効果が確認されており、糖の水和及び
糖の認識の関与が示唆されている。 
本研究では、がんの治療薬の開発を目指して、リン脂質 (DMPC) 及び糖系界
面活性剤であるトレハロース (Trehalsoe : Tre) から構成されるトレハロース含
有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) を創製して用いた。本論文は以下の 5 
章から構成されている。第 2 章では、DMTreCn の膜物性について述べる。第 3 
章では、DMTreCn の大腸がん及び胃がん細胞増殖抑制効果及びそのメカニズム
について述べる。第 4 章では、DMTreCn の肝臓がん細胞増殖抑制効果及びそ
のメカニズムについて述べる。第 5 章は以上の研究結果の総論である。 
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生体膜研究の歴史は古いが、1960 年に DacsonDanielli や Robertson が提唱し
ていた脂質二分子膜の両面をタンパクが覆うものや、球状ミセルの繰り返しの
モデル等が発表された。1964 年に英国の Bangham や Horne は、レシチン (卵
黄ホスファチジルコリン) の懸濁液を電子顕微鏡で観察し、水に分散させると、
疎水性相互作用等によって自発的に会合して二分子膜構造、脂質二分子からな
る閉鎖小胞体 (Vesicle) (Lipid からなる Soma として Liposome (リポソーム)) 
が作成され、水溶液環境中で生体膜を熱力学的に安定に存在させる基質となる
ことを見出した 41, 42)。その後、生体膜は、脂質 (Lipid) とタンパク質 (Protein) を
その主な構成成分としていることが報告されている 43)。最初に形成されたリポ
ソームはラメラ構造をしていることから、後に多重層リポソーム 





飽和脂肪酸からなるリン脂質は、親水性 (Hydrophilic) の極性頭部と、2 本の
疎水性 (Hydrophobic) の炭化水素鎖を持ち、両親媒性 (Amphiphilic) の 分子で























Papahadjopoulos と Watkins は超音波処理により形成された小さな一枚膜リポ
ソームを用いてイオンの透過性が脂質組成によって変わることを発見した 47)。 
複合糖質 (Glycoconjugate) は細胞膜上に単糖あるいは多糖がたんぱく質や脂








に存在する構成成分同士を結びつける役割もしている (Table. 2-1)41, 50)。 
種々の脂質組成のリポソームを用い、溶質の種類や分子量の違いによる透過
性変化や脂質の物性が研究されている。一方で、リポソームは薬物送達システ
ム (Drug Delivery System: DDS) への応用が試みられてきた。1970 年には Sessa 
と Weissmann が高分子のリゾチームをリポソームに内封し、DDS キャリアー
としての高さを示している51)。 








Gregoriadis はペニシリン及び抗がん剤としては初めてアクチノマイシン D 
をリポソームに内封することで、薬剤の血中濃度が遊離のペニシリン及びアク


























ルホスファチジルコリン(DSPC) : コレステロール＝ 2 : 1 等が選択される理由
の一つとなっている 51)。その他に、もう一つの理由がある 46, 57)。臨界充填パラ
メータ (CPP) により両親媒性分子の集合体の構造が決定されるが、PC は水溶
液中では極性基に約 10 分子の水分子が水和しており、二分子膜を形成しやす
い円柱 (Cylindrical) 型分子 (シリンダー型分子) に分類される。PC よりも極性
基の小さなホスファチジルエタノールアミン (PE) では親水性は疎水性に比べ
相対的小さい円錐 (Con) 型となり、同じ脂肪酸鎖を有する場合には、CPP はよ
り大きな値となる。親水基が同じ場合には、疎水基が大きな容積を占めるほど 
CPP は大きくなるが、リン脂質の場合には二つの脂肪酸鎖が疎水基を形成して










るが、リモートローデイン (Remote Loading) 法58)等によりリポソーム調製後でも
ほぼ 100% の水溶液物質の保持が可能なこと。9) pH 感受性の付与による細胞内
トラフィキングの制御等、種々の調製により生体膜の持つ種々の機能を付与でき
ること、等がある46)。 


























Allen と Chonn による血中滞留性リポソームのコンセプトが提出され58)、リポ
ソームは異物として認識され肝臓等の細網内皮系 (Reticuloendothelial System : 























ギランバレー症候群 抗 GM1 ガングリオシド抗体により発症
フィッシャー病 抗 GQ1b ガングリオシド抗体により発症
アルツハイマー病 病因であるアミロイド β ペプチドは糖鎖に結合する
パーキンソン病 糖鎖修飾された α シヌクレインはパーキンの標的タンパク質である
血清病 N -グリコリル型シアル酸が抗原となる































































(Surfactant) は、分子内に水になじみやすい部分 (親水基) と、油になじみやす
い部分 (親油基・疎水基) を持つ物質である。親水性部分がイオン性 (カチオン
性・アニオン性・双性） のものと非イオン性 (ノニオン性) のものに大別され
る。非イオン性 (Non-ionic Surfactant) はポリアルコール系とポリエーテル系が
ある。トレハロース界面活性剤 (TreCn) は非イオン性の界面活性剤であり、親
水基にトレハロース、親油基に炭素の鎖長が 8～16 個の異なる脂肪酸から構成
されている。ミセルが形成されるための臨界ミセル濃度  (Critical Micelle 
































ある。1832 年にウィガーズがライ麦の麦角から発見し 77)、1859 年、マルセラ


















る 80-86)。また、トレハロース-6, 6’-ジマイコレート (Trehalose-6,6’-Dimycolate : 
TDM) は、コードファクタ (Cord Factor) と呼ばれ、結核菌 (Mycobacterium 
Tuberculosis) の細胞壁の糖脂質であり、様々な免疫反応を惹起することが知ら
れている 87-90)。TDM は半世紀ほど前から研究されている分子であるにも関わら
ず、直接認識する受容体は未だに明確には特定できていない。TDM は in vitro 
及び in vivo において、抗腫瘍効果があることが報告されており 91-93)、転写因子






ース (Glucose)、マルトース (Maltose) 等種々の糖を組み込んだ糖含有ハイブリ
ッドリポソームは、脳腫瘍細胞 (U251)、肺がん細胞 (RERF-LC-OK)、肝臓がん
細胞 (Hep-G2) に対する増殖抑制効果があることを松本らは報告している 37, 38)。
また、HL にラクトース系界面活性剤を含有させた HL/LactC10 は HL に比べ、




特性 (がん細胞増殖抑制効果) の関連性が明らかとなった 39)。その後、ガラク
トース骨格を有する新規糖系界面活性剤  Lacβ(1→4)LacC10 を含有させた 
HL/Lacβ(1→4)LacC10 に対するがん細胞の増殖抑制効果は、Hep-G2 > HuH-7, 
MCF7 > HCT-116 の順となったことが明らかとなっている 102)。しかし、トレハ
ロース系界面活性剤の検討はまだなされていない。 































α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monododecanoate (TreC12) は、市販品 
(DOJINDO) (Mw = 524.60) をそのまま使用した。以下に構造式を示す。 























α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monomyristate (TreC14) は 、 市 販 品 
(DOJINDO) (Mw = 552.65) をそのまま使用した。以下に構造式を示す。 









α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monomyristate  
TreC14 
 
α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monopalmitate (TreC16) は 、 市 販 品 
(DOJINDO) (Mw = 580.71) をそのまま使用した。以下に構造式を示す。 






































トレハロース含有リポソーム DMTreCn (n=12, 14, 16) は、リン脂質 (DMPC) 
及びトレハロース界面活性剤 (TreCn (n=12, 14, 16)) を精秤し、ナス型フラスコ
に 入 れ た 後 、 5%-glucose 溶 液 中 で 超 音 波 照 射 器  (VELVO-CLEAR, 
ULTRASON-300S, 300W) を用いて超音波照射処理 (45℃, 1min/ml) を行った。
得られた均一溶液を 0.45μm メンブレンフィルターでろ過滅菌したものを試料

















































トレハロース含有リポソームの膜直径 ( Hydrodynamic Diameter : dhy) は、粒径
分布測定装置 (ELS-Z-0, 大塚電子) を用いて、動的光散乱法にて測定した。光源
として、He-Ne レーザーの 632.8nm の発振線を出力 35mW で使用した。散乱
角 90° で測定し、得られた拡散係数 (D) を (1) 式 (Stokes-Einstein の式) に代
入して膜の直径を求めた。なお、κ は Boltzmann 定数、T は絶対温度、η は溶
媒の粘度である。試料溶液は 37℃ にて保存及び測定した。 
 


























Fig.2-6 Principle of fluorescence depolarization. 
 
脂質二分子膜の膜流動性を蛍光偏光解消法により測定する場合有用であり、
膜内部の流動性を反映する 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) (Nacalai Tesque) 
を蛍光プローブとして用いた。10mm 角の石英セルに試料溶液 2.5ml を分注し、
循環恒温槽中で 37℃ にした後、DPH はテトラヒドロフラン溶液に溶解し、測
定試料溶液中で、[DPH] = 0.10μM になるように調製し、約 30 分間染色行った。
励起波長 357nm にて 432nm の蛍光プローブの蛍光偏光強度成分を分光光度
計 (F2000, 日立) により測定し、蛍光偏光度 (P : Fluorescence Polarization) の算
出を行った。 
Perrin-Weber の式で定義される (2) 式に従い蛍光偏光度 (P) を算出した。 
 
P = (Ivv-CfIvh) / (Ivv＋CfIvh) … (2) 



















蛍光の偏光が強ければ P 値も大きくなる。逆に、偏光が弱ければ、P 値も小
さくなる。ここで、Ivv 及び Ivh は、それぞれ垂直直線偏光励起光の振動方向と
垂直に振動する偏光強度成分及び平行に振動する偏光強度成分である。Cf  は 
(3) 式により求められる補正係数であり、Ihv 及び Ihh は、それぞれ平行直線偏
光励起の振動方向と垂直に振動する偏光強度成分及び平行に振動する偏光強度
成分である。各々の偏光強度は、試験試料による励起光の多重散乱による誤差
を小さくするため、式 (4) に従い、プローブの入っている試験試料の測定値 
(PSAMPLE) から、プローブの入っていない試験試料の測定値 (PBLANK) を差し引
き、蛍光偏光度 (P) を算出した104-107)。 
 






















He-Ne レーザーを光源として、ミラー (M1, M2)、ピンホール (P1, P2) は電気
泳動セル (C) と中心として回転するゴニオメーター上に乗せられており、散乱
角 (θ) は、ステップモーターにより 5～22° の範囲でスキャンできる。参照光は
ハーフミラー (HM1) で主光束より取出しモジュレーター上のミラー (MD) で
反射し回転可能なミラー (M3)、ハーフミラー (HM2) で散乱光と混合され、光





























































































で 37℃ に調整した標準セルに試験試料を流し、ゼータ電位 (ζ) を測定した。光
源として、HE-Ne レーザーの 632.8nm の発振線を出力 10mW で用い、散乱角 
20° で測定した。得られた電気移動度 (U) より式 (5 ) (Smoluchowskiの式) に従










U = ε ζ / 4 π η … (5) 
ln (ζ) = a κ + b … (6) 
κ = 3.3 √c … (7) 
 
ここで、U は電気移動度、ε は誘電率、η は溶媒の粘度、a はリポソーム表面
からすべり面までの距離 (固定水層の厚さ)、b は定数、κ は Debye-Huckel 







DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜直径 (dhy) の経時変化は動的光散乱法により測
定した。結果を Fig.2-11～2-13 と Table. 2-3～2-5 に示す。 
DMTreC12 の膜直径において、10～50mol%DMTreC12 は 100～200nm の膜
直径で、約一ヶ月間安定であった。55～60mol% DMTreC12 は 200～600nm の
膜直径で、不安定であった。65～70mol%DMTreC12 は 60～70nm であり、細
網内皮系 (RES) を回避可能であることが明らかになった。 
DMTreC14 の膜直径はすべての濃度において、70～220nm 付近で均一な膜を
一ヶ月以上形成していた。特に、40, 50, 70mol%DMTreC14 は膜直径が 100nm 
以下であり、RES を回避可能であることが明らかになった。 
DMTreC16 に関しては、10～60mol%DMTreC16 は 50～200nm の膜直径で、
約一ヶ月間安定であった。特に、30～55mol%DMTreC16 は膜直径が 100nm 以
下であり、RES を回避可能であることが明らかになった。 65～70mol% 
DMTreC16 は 200～700nm の膜直径で、不安定であった。 
トレハロース含有リポソーム DMTreCn (n=12, 14, 16) は 5%-glucose 溶液に
おいて、トレハロースの含有量により、それぞれの膜直径は異なることが明ら
かとなった。65～70mol%DMTreC12、40～50mol%, 70mol%DMTreC14、30～




Time(day) Sample 0 1 2 3 4 5 6 7 14 21 28
DMPC 187.6 188.5 188.5 185.0 177.7 169.4 186.3 165.1 172.6 166.5 159.3
10mol% 167.6 154.5 150.5 149.2 149.0 164.7 158.4 157.0 147.3 149.8 147.3
20mol% 111.7 98.9 106.1 95.9 97.0 96.0 92.5 101.5 103.6 117.6 102.9
30mol% 131.3 134.3 132.0 130.5 132.3 131.3 130.7 134.9 130.6 136.7 139.0
40mol% 107.9 107.2 106.5 109.4 108.6 107.0 107.8 105.5 109.6 111.4 114.3
45mol% 108.0 122.5 128.9 113.2 129.0 128.7 126.0 128.4 134.6 137.1 137.1
50mol% 170.3 172.6 169.9 173.5 172.6 170.2 170.2 165.8 172.1 176.2 184.1
55mol% 513.8 584.7 574.0 538.9 506.2 528.3 512.1 596.6 520.3 455.0 419.9
60mol% 423.4 424.3 314.8 502.6 205.8 383.2 359.2 462.3 379.3 507.3 219.3
65mol% 67.9 76.3 60.7 61.2 63.3 62.8 59.7 58.5 59.3 66.7 61.2

















Fig.2-11 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC12  
in 5%-glucose solution at 37℃. 





Table. 2-3 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC12  










































Time(day) Sample 0 1 2 3 4 5 6 7 14 21 28 35
DMPC 187.6 188.5 188.5 185.0 177.7 169.4 186.3 165.1 172.6 166.5 159.3 160.8
10mol% 160.1 153.3 145.6 143.2 140.9 140.4 144.5 144.3 146.7 142.7 142.7 144.4
20mol% 207.6 206.2 207.1 203.7 202.2 204.0 207.2 208.1 207.1 201.3 203.8 199.2
30mol% 222.3 219.3 217.1 217.1 215.6 216.1 219.4 219.0 215.9 219.5 216.8 216.4
40mol% 69.8 66.8 69.0 68.0 67.8 69.2 69.2 68.1 69.4 70.5 74.0 74.5
45mol% 105.8 108.5 109.6 117.8 111.0 116.6 119.0 123.2 129.9 136.2 143.6 144.4
50mol% 84.8 91.1 82.1 88.9 88.0 89.1 91.7 92.2 97.0 93.9 90.6 87.7
55mol% 117.5 120.5 113.8 116.7 114.7 118.4 122.0 120.4 127.4 135.3 141.4 144.2
60mol% 213.5 215.4 208.4 210.6 208.8 210.7 212.3 208.5 220.0 222.4 221.5 221.5
65mol% 98.5 101.6 108.1 108.0 104.8 117.5 101.9 113.5 96.5 98.5 116.5 116.5

















Fig.2-12 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC14  
in 5%-glucose solution at 37℃. 





Table. 2-4 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC14  




































Time(day) Sample 0 1 2 3 4 5 6 7 14 21 28 35
DMPC 187.6 188.5 188.5 185.0 177.7 169.4 186.3 165.1 172.6 166.5 159.3 160.8
10mol% 116.6 118.9 114.8 118.7 119.5 114.7 113.7 108.5 108.3 108.2 110.7 110.7
20mol% 134.6 137.0 137.7 139.3 144.1 142.3 144.3 140.8 139.4 141.8 140.4 140.4
30mol% 59.1 58.5 59.3 58.8 57.8 57.8 60.9 57.0 60.1 63.2 59.0 60.6
40mol% 79.1 91.7 71.4 68.6 69.6 71.5 70.2 72.5 75.1 79.1 82.3 86.1
45mol% 74.4 79.4 83.3 87.0 90.0 90.7 93.0 93.3 98.9 104.3 105.2 109.5
50mol% 76.6 78.9 80.6 107.6 84.5 84.7 86.8 85.2 92.5 98.4 102.2 105.7
55mol% 67.7 71.2 73.9 75.7 77.3 77.2 79.2 79.2 85.1 88.5 91.3 96.5
60mol% 113.6 116.3 120.9 122.2 129.8 126.1 130.8 132.1 146.5 153.9 159.7 159.7
65mol% 196.2 256.3 250.6 251.9 252.4 288.7 280.1 281.9 322.5 352.7 383.3 403.1

















Fig.2-13 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC16  
in 5%-glucose solution at 37℃. 





Table. 2-5 Time course of diameter (dhy) change for DMTreC16  










































DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜流動性について、蛍光偏光解消法により測定した。
結果を  Fig.2-14 に示す。P 値が小さい程膜流動性が高くなることから、
DMTreCn (n=12, 14, 16) の P 値は DMPC よりも低く、トレハロース含有する
ことにより DMTre の膜内部に揺らぎを持ち、流動性は DMPC 単一リポソー
ムよりも高いことが明らかとなった。また、DMTreCn の膜流動性は、DMTreC12 
≒ DMTreC14 ＜ DMTreC16 であり、用いたトレハロース含有リポソームの中
















Fig.2-14 Fluorescence polarization (P) value of DPH for DMPC  
and DMTreCn (n=12, 14, 16) in 5%-glucose solution at 37℃.  
Data represent the mean (n=3) ±S.D.  
    * Student’s t test : compared with DMPC (p＜0.05) 




























リポソーム周囲の電位の価であるので、ln(ζ) versus κ のプロットを取るとその
勾配はリポソーム表面からすべり面までの距離、すなわち固定水層の厚さを与
えることになる46)。トレハロース含有リポソームの固定水層について、レーザ
ードップラー法により ζ を測定し算出した。 
DMTreCn (n=12, 14) の固定水層の結果を Fig.2-15 に示す。DMTreC16 は 
NaCl 溶液中で沈澱を生じたため、測定できなかった。50～70mol% トレハロー
ス含有 DMTreC14 の固定水層は 2.05～4.24 nm であるのに対し、DMPC 単一
























Fig.2-14 Thickness of fixed aqueous layer (TFAL) of DMPC ( ) and 
        DMTreCn (n=12( ), 14( )) in 5%-glucose solution at 25℃.  
Data represent the mean (n=3) ±S.D.  
* Student’s t test : compared with DMPC (p＜0.05) 
               [DMPC] = 1.0×10-3M, [TreCn (n=12, 14)] = 1.0～2.3×10-3M 
 
Table. 2-6 Thickness of fixed aqueous layer (TFAL) of DMPC and 
       DMTreCn (n=12, 14) in 5%-glucose solution at 25℃.  












































本章では、リン脂質 (DMPC) と炭素鎖の異なるトレハロース界面活性剤 
(TreCn (n=12, 14, 16)) を構成成分とするトレハロース含有リポソーム 
DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜物性について、1. DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜直径、
2. DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜流動性、3. DMTreCn (n=12, 14, 16) の固定水層、
について検討したところ、以下のような興味深い知見が得られた。 
 
1  トレハロース含有リポソーム DMTreCn (n=12, 14, 16) は 5%-glucose 溶液に
おいて、トレハロースの含有量により、それぞれの膜直径は異なったことが
明らかとなった。65～70mol%DMTreC12、40～50mol%, 70mol%DMTreC14、




2  DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜内部の流動性は DMPC 単一リポソームよりも
高いことが明らかとなった。 
 




以上の結果より、DMTreCn (n=12, 14, 16) は、トレハロースの含有量により、
膜直径は異なることが明らかとなった。DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜内部の流動
性は DMPC 単一リポソームよりも高いことが明らかとなった。DMTreC14 の




















急増しており、年間の罹患者数が 1990 年には 6 万人、99 年には 9 万人を超





浸潤しているかにより、進行度が 0 期、I 期、II 期、III 期、IV 期の 5 段階
に分類され、がんの広がり具合 (進行度) を表している (Table. 3-1, Fig.3-1)4)。 
 














































腸がんで 80%、直腸がんでは 75% に治癒が期待できるようになった。大腸が
んは早期に発見し、適切な治療を行うことでほとんどは完治する病気であるが、
多発しやすいという課題も残っている。Stage III 結腸がんの 25%、直腸がんで
は 35% に再発を認めるため、より効果的な補助化学療法の開発が必要である。
また、大腸がんの 25% に合併を認める肝転移、15% に見られる肺転移はいず
れも、標準的治療の普及が重要である。また肝転移は切除後も再発率が高いこ
とから、補助化学療法が必要である。大腸がん治療後の QOL (Quality of Life) の
向上も今後の課題であり、内視鏡治療の適応拡大や腹腔鏡手術の普及等が期待


























常に多いがんである。日本では、男性で 9 人に 1 人、女性で 18 人に 1 人、

























イソメラーゼ (イリノテカン) 等が用いられる 3)。切除不能な進行再発の胃がん
を対象として、トラスツズマブ (Trastuzumab for Gastric Cancer : ToGA) は 50% 
生存期間 (Median Survival Time : MST) が約 1 年と報告されている。分子標的
薬としてグラクソ・スミスクラインのチロシンキナーゼ阻害剤 (Lapatinib) が転
移性胃がんに対して有効性を確かめる臨床試験が進んでいる。また、38% の胃






















アポトーシスは 1972 年イギリスの病理学者 Wyllie と Kerr らによって見出
された117)。彼らは、細胞死には 2 種類の形態が存在し、細胞が積極的に死を誘
導するアポトーシス (Apoptosis : プログラム死) と、切り傷、火傷等外的因子に







Wyllie と Kerr らはアポトーシスによる細胞死の特徴は、細胞が収縮し、核内部




線虫 (C. elegans) の発生における細胞死の解析より、アポトーシスが遺伝子に
より支配されていたことが明らかになった。Horvitz らは、変異体の解析からア
ポトーシスに関わる遺伝子群の存在を明らかにした。その遺伝子群をカスペース 
(Caspase) ファミリーと呼ぶ119, 120)。ヒトの場合、今までに 10 種類のカスペース
ファミリー遺伝子が報告されている。Nicholson らは、ペプチドライブラリを用
いた解析からカスペースを三つのグループに分類している。グループⅠ (カスペ
ース-1, 4, 5) は、IL-1、Interferon-γ 誘導因子等のサイトカインの活性化に関与す
る。グループⅡ (カスペース-2, 3, 7) の認識配列は DEXD であり、分解される分
子の切断部位に存在する。グループⅢ (カスペース-6, 8, 9) の認識配列は D グル





ンパク質である Bcl-2 ファミリーの Bad、Bid、Bax、Bim は細胞質に存在する
が、細胞死シグナルに従ってミトコンドリアへと移動し、そこではシトクロム c 
の放出を促進する。Bax は生存因子からの刺激に応答してミトコンドリアへと
移動する。ミトコンドリアからの放出に準じて、シトクロム c は Apaf-1 に結
合し、カスペース-9 との活性化複合体を形成する。アポトーシス時のミトコン
ドリア透過性とシトクロム c 放出の制御メカニズムは完全には分かっていな
いが、Bcl-xl、Bcl-2、Bax は電位依存性陰イオンチャネル (VDAC) に影響を与
え、シトクロム c の放出制御の一端を担っていると考えられている 122-127)。一
方、ミトコンドリアの膜電位が低下せずに、Bax によりミトコンドリアからシ
トクロム c が放出されることが明らかとなっている (Fig.3-4) 128)。 
RKIP (Raf Kinase Inhibitor Protein) タンパク質は、長年ホスファチジルエタノ
ールアミン結合タンパク質 (Phosphatidylethanolamine Binding Protein : PEBP) と
して認識されていた 129)。最近の研究では、RKIP は重要なシグナル伝達経路、










シトクロム c が dATP/ATP と共に Apaf-1 と結合し、カスペース-9 を活性化



















Fig.3-4 Schematic representation of protein kinase signaling pathways 
involved in apoptosis regulation134) . 
 
ハイブリッドリポソーム (HL) は、それ自身が in vitro 及び in vivo において
顕著な制がん効果を示し、種々のがん細胞にアポトーシスを誘導することが明
らかとなっている。現在までに、HL は、ヒト肝臓がん細胞 (Hep-G2)14)、ヒト
肺がん細胞 (RERF-LC-OK, A549) 15)、ヒト乳がん細胞 (MDA-MB-453) 17)、ヒト
B リンパ腫細胞 (RAJI)、ヒト T リンパ腫細胞 (Molt-4) 22)、ヒト大腸がん細胞 
(WiDr) 23)、コトンラット胃腫瘍由来腹水性がん細胞 (CoRa622G6) 26, 27)等の多く
の悪性腫瘍細胞に対して、アポトーシスを誘導することが明らかとなった。 
HL のアポトーシスメカニズムについては、ヒト前骨髄性白血病 HL-60 細胞
において、Fas が活性化し、カスペース-8 の活性化と Bid の切断活性を経てカ
スペース-3 に至る経路と、ミトコンドリアを活性化させ、シトクロム c の放
出とカスペース-9 の活性化を経てカスペース-3 に至る経路との 2 種類の異な
るシグナル伝達経路が存在し、最終的に PARP が活性化され、DNA の断片化
が起こることが明らかとなっている (Fig.3-5) 20)。また、肺がん細胞 (A549 及び




































Fig.3-5 A schematic representation of mechanism for apoptosis  
of HL-60 cells induced by hybrid liposomes.20) 
 
さらに、HL や細胞のもつ膜流動性の大きさが HL の制がん効果に深く関与
していることが報告されている 135)。蛍光基質 (NBDPC) 含有 HL (HL/NBDPC) 




に対し、顕著な治療効果及び延命効果が得られている 12, 13, 22, 136)。 
本章では、トレハロース含有リポソームの大腸がん細胞 (HCT-116) 及び胃が
ん細胞 (MKN-45) に対する制がん効果及び制がんメカニズムについて検討し
た。即ち、1) 酸素活性測定法 (WST-1 assay) を用いて、DMTreCn のがん細胞
に対する増殖抑制効果を検討した。2) がん細胞に対する融合・蓄積の観察につ
いて検討した。3) フローサイトメーターによる  DNA 断片率の測定及び 
TUNEL assay を用いてアポトーシス誘導について検討した。4) アポトーシス誘
導における細胞内カスペース-3, 8, 9 活性化を検討した。5) ミトコンドリア膜電
位の測定、シトクロム c 放出の測定、Bax 活性の測定により、アポトーシス誘
導におけるミトコンドリアの関与について検討した。6) アポトーシス誘導にお
ける RKIP 活性化について検討した。 
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L-α-dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) は、2-2-1 と同様のものを使用した。 
 
糖系界面活性剤 
α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monododecanoate (TreC12) は、2-2-1 と同
様のものを使用した。 
 
α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monomyristate (TreC14) は、2-2-1 と同様
のものを使用した。 
 




Palmitoyl-2 [12-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazoi-4-yl)amino] dodecanoyl -sn-glycero-3- 
phosphocholine (NBDPC) は、市販品 (Avanti Poler Lipids) のクロロホルム溶液を、
ロータリーエバポレーター (IWAKI, REN-1) と減圧乾燥機 (EYELA, VOC- 
300SD) を用いて、十分に溶媒を除去した後、使用した。以下に構造式を示す。


















リン脂質 (DMPC) 、トレハロース界面活性剤 (TreCn (n=14, 16)) 及び蛍光リ
ン脂質 (NBDPC) を秤量し、ナス型フラスコに入れた後、リン酸緩衝液 (PBS(-)) 
中で超音波照射器 (VELVO-CLEAR, ULTRASON-300S) を用いて超音波照射処











Fig.3-6 Schematic representation of DMPC/70mol%TreCn/5mol%NBDPC  
(DMTreCn (n=14, 16)). 
 












がん細胞には、ヒト大腸がん (HCT-116; Colon Cancer)、ヒト胃がん (MKN-45; 
Stomach Cancer) を使用し、  正常細胞には、ヒト胎児肺二倍体線維芽細胞 
(WI-38; Human Diploid Lung)を使用した。なお、HCT-116 細胞及び WI-38 細胞
は American Type Culture Collection (ATCC)、MKN-45 細胞は ヒューマンサイエ
ンス研究資源バンク (Health Science Research Resources Bank：HSRRB) より購入
した。 
HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞の培地は、RPMI-1640 (GIBCORL) にウシ胎
児血清(Fetal Bovine Serum (FBS); HyClone Laboratories Inc.) を添加したもの 
(RPMI-1640/10%FBS) を用い、WI-38 の培地は MEM (Minimum Essential Medium; 
Invitrogen) に FBS、1.0mM ピルビン酸 (Pyruvic Acid; Invitrogen) 、0.1mM 非必
須アミノ酸 (Non Essential Amino Acid (NEAA); Invitrogen) を添加したものを用











3-2-6 酵素活性測定法 (WST-1 assay) による細胞増殖抑制試験 
 
細胞に対する DMTreCn (n=12, 14, 16) の増殖抑制効果は、酵素活性測定法である
WST-1 (2-[4-indophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2,4-disulfophenyl]-2H-5-tetrazolium, 
monosodium salt) (同仁化学研究所, Cell Counting Kit) assay により評価した。 
WST-1 assay は、代謝物の発色によって細胞増殖活性を測定する方法である137)。
電子キャリアーである 1-Methoxy PMS (1-methoxy-5-methyphenazinium 
methysulfate) がミトコンドリアの脱水素酵素 (Dehydrogenase) により還元され
ると、水溶性で黄色い WST-1 Formazan (λ = 438nm, ε = 3.7×104) を生成する。こ
の WST-1 Formazan の生成量は生細胞数と比例関係にあり、その比色値を測定
し比較することにより、細胞増殖の指標とすることが出来る (Fig.3-7)。 
滅菌済  96 ウエル培養プレート  (スミロン ) にリファレンス用培地を 
100μl/well 添加後、HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞を 2 万 cells/ml に調整し、
細胞懸濁液 100μl/well を播種し、24 時間前培養した。24 時間後、異なるトレ
ハロース含有量の DMTreCn (n=12, 14, 16) の試料を 10μl/well 添加し、48 時間
処理した。48 時間後 Cell Counting Kit (WST-1、1-Methoxy PMS 混合溶液) を 
10μl/well 添加し、3 時間置いた後、分光光度計 (Emax, Molecular Devices Co.) を




からブランクを引いたものをとし、細胞生存率はその比である AMean / AControl よ
り (8) 式に従い算出した。 
 





































































共焦点レーザー顕微鏡 (Confocal Laser Scanning Microscopy：CLSM) は、試料
の厚み及び時間に対する情報の取得に高い威力を発揮し、三次元的な生物試料
の表面及び内部の蛍光像を鮮明に観察することが可能であり、生体試料 (細胞


































調製した細胞懸濁液 2ml を滅菌済み Glass Bottom Uncoated Dish に播種し、
24 時間前培養後、培地を除去し、蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 
16)/NBDPC) を含む培地  2ml を添加した。その後、共焦点レーザー顕微鏡 
(Leica, TCS SP) により光源として励起波長 488nm の Ar レーザーを用い、蛍




3-2-8 フローサイトメーターによる DNA 含量の測定 
 
アポトーシスが誘導された細胞の最も特徴的な性質は核の断片化であり、ヌ
クレオソーム単位の DNA の断片化が見られる。この断片化した DNA を標識
とする方法が ヨウ化プロピジウム (Propidium Iodide : PI, Invitrogen) 染色法で
ある141)。PI は、核染色剤として、アポトーシス誘導された細胞膜を不安定化す
ることで、細胞膜を浸透し細胞内の二本鎖 DNA の間に入る。細胞の DNA 含
量は、フローサイトメーターにより測定した。PI をレーザー光源により励起す
ると、DNA 量に比例して赤色蛍光を発する。PI により染色した細胞の DNA の
長さから、その細胞が G0/G1 期、S 期、及び G2/M 期のどの周期に相当する
かの判定が可能である。さらに、アポトーシスを誘導した細胞における断片化
した短い DNA (Apoptotic DNA : Sub-G1) が判定できる (Fig.3-9)142)。PI は市販























































滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後、DMTreCn 
(n=12, 14, 16) を添加し、37℃、5%CO2 インキュベーターで 48 時間培養した。
48 時間後、PBS(-) で洗浄し、0.05% Trypsin/EDTA を加えて細胞を回収し、3000 
rpm × 3 分間で遠心分離を行った。上澄みを除去後、0.1%Triton X-100 にて浸透
化処理し、Rnase (SIGMA) にて細胞内 RNA を分解除去し、1ml PBS(-) を加え
て細胞を再懸濁し、ナイロンメッシュを通過させた。PI を加えて、暗下、氷中
で 15 分間 DNA を染色した。その後、フローサイトメーターにより各細胞の 
DNA 含量を測定した。蛍光量の測定は、光源に 488nm のアルゴンレーザー (Ar 




















3-2-9 TUNEL 法によるアポトーシス細胞の検出 
 
アポトーシスが誘導された細胞に特徴的な核の構造変化として、ヌクレオソ
ーム単位の DNA の断片化が見られる。この断片化した DNA を標識とする方
法が TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) 法である 143)。アポトーシス
により、二本鎖 DNA からヌクレオソーム単位の DNA の断片化が生じる。そ
こに、テンプレートに依存せずに核酸重合を触媒することが可能な Terminal 
Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) を用いて、蛍光標識した 2’-Deoxyuridine-5’- 






















Fig.3-10 Principle of TUNEL assay. 
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滅菌済 Glass Bottom Uncoated Dish に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間前培
養後、DMTreCn (n=14, 16) を添加して 48 時間培養した。その後、10% 中性ホ
ルマリン溶液を加えて室温で 30 分間組織固定後、浸透化液 (0.1%クエン酸ナ
トリウム、0.1%Triton-X100) を加えて氷上で 2 分間インキュベートした。PBS(-) 
で洗浄後、 In Situ Cell Death Detection Kit (TdT, fluorescein-dUTP, Roche 
Diagnostics) を添加して、暗下、37℃ で 60 分間反応後、TO-PRO-3 (Invitroge) に
て核を染色し、共焦点レーザー顕微鏡により観察を行った。光源として、Ar レ
ーザー  (488nm) 及び  He-Ne レーザー  (633nm) を用い、一定波長域 
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3-2-10 カスペース-3, 8, 9 活性の測定 
 
カスペース-3, 8, 9 活性の測定は、カスペース特異的蛍光基質であるPhiPhiLux 
及び CaspaLux (OncoImmunin) を用いて検討した。PhiPhiLux は、カスペース-3 
(Green Fluorescence, PhiPhiLux-G1D2) に特異的な認識配列 (DEVDGI) を蛍光色
素で標識した蛍光基質である、蛍光色素は二量体を形成しており、カスペース
-3 により基質配列中の GI が切断されると、蛍光を発する。CaspaLux シリーズ
は、カスペース-8 (Green Fluorescence, CaspaLux 8-L1D2) 及び カスペース-9 
(Green Fluorescence, CaspaLux 9-M1D2) に特異的な認識配列  (IETDSG 及び 
LEHDG) を蛍光色素で標識した蛍光基質である。カスペース-8, 9 により基質配























Fig.3-11 Principle of PhiPhiLux and CaspaLux. 
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滅菌済 Glass Bottom Uncoated Dish に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養
後、DMTreCn (n=14, 16) を添加し、48 時間培養した。48 時間後、PBS(-) で洗
浄し、0.05% Trypsin/EDTA を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分
離を行った。上澄みを除去後、10μM PhiPhiLux 溶液を添加し、37℃、5%CO2 イ
ンキュベーターで 30 分培養した。その後、1ml PBS(-) を加えて細胞を再懸濁
し、ナイロンメッシュを通過させた。フローサイトメーターにより各細胞のカ
スペース活性を測定した。蛍光量の測定は、光源に 488nm のアルゴンレーザー 
(Ar laser) を出力 15mW で使用し、波長範囲 605~630nm の FL3 センサーで、
PhiPhiLux 及び CaspaLux 蛍光量を検出した。また、共焦点レーザー顕微鏡によ










DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) 
に対するアポトーシス誘導において、ミトコンドリアの関与を検討するために、














滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後、DMTreCn 
(n=14, 16) を添加し、37℃、5%CO2 インキュベーターで 48 時間培養した。さ
らに、48 時間後、DiOC6(3) を最終濃度 40nM となるように添加し、37℃、
5%CO2 インキュベーターで 30 分培養した。48 時間後、PBS(-) で洗浄し、
0.05% Trypsin/EDTA を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分離を行
った。上澄みを除去後、細胞を分散させるためにナイロンメッシュを通過させ、
フローサイトメーターを用いて DiOC6(3) を測定した。 
蛍光蓄積量の測定には、光源に  488nm の空冷アルゴンレーザーを出力 




3-2-12 蛍光標識抗体染色によるシトクロム c 放出の測定 
 
シトクロム c (Cytochrome c) は、ミトコンドリアの内膜に弱く結合している
ヘムタンパク質の一種である。シトクロム c は、アポトーシスにおいてシグナ
ル仲介の役割を担っていることが知られている 154, 155)。 
細胞がアポトーシス誘導刺激を受けると、ミトコンドリアからシトクロム c
が放出される。これは、細胞内のカルシウムイオン濃度が上昇することで、ミ
トコンドリア PTP (PermeabilityTtransition Pore) の開口が促されることによる。
少量放出されたシトクロム c は小胞体膜上にある IP3 受容体と相互作用し、
小胞体からカルシウムが放出される。このプロセスにより、濃度が上がったカ
ルシウムはシトクロム c の大量放出を引き起こす。細胞質中に放出されたシト
クロム c は、今度はカスペース-9 と呼ばれるシステインプロテアーゼを活性化
する。カスペース-9 はカスペース-3 とカスペース-7 を活性化し（カスペース
カスケード）、最終的にアポトーシスを引き起こす 128)。 
DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) 
に対するアポトーシス誘導において、ミトコンドリアからのシトクロム c の放






























滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後 DMTreCn 
(n=14, 16) を添加した。 48 時間後、 1X Wash Buffer で洗浄し、 0.05% 
Trypsin/EDTA を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分離を行った。
上澄みを除去後、氷上で 300μl の Permeabilization Buffer にて 10 分間浸透化
処理し、室温で 8% Paraformaldehyde にて 20 分間細胞を固定した。その後、
1ml の 1X Wash Buffer で洗浄し、室温で 250μl の Blocking Buffer にて 1 時
間細胞をブロックし、室温で 250μl の一次抗体 Anti-Cytochrome c WS にて 1 
時間細胞を染色し、500μl 二次抗体 Anti-IgG FITC WS にて 1 時間室温、暗下
で細胞を培養した。1 時間後、細胞を洗浄し、1X Wash Buffer で細胞を再懸濁
し、ナイロンメッシュを通過させた。フローサイトメーターの測定は、光源に 
488nm の空冷アルゴンレーザーを出力 15mW で使用し、波長範囲 505~545nm 
の FL1 センサーで、シトクロム c の発色量を検出した。 
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3-2-13 細胞内 Bax 活性の測定 
 
Bcl-2 ファミリーはミトコンドリアの透過性をコントロールすることによっ
てアポトーシスを制御する。抗アポトーシスタンパク質 Bcl-2, Bcl-xl はミトコ
ンドリア外壁に存在し、シトクロム c の放出を抑制する。プロアポトーシスタ
ンパク質である Bax、 Bad、Bid、Bim は細胞質に存在するが、細胞死シグナル
に従ってミトコンドリアへと移動し、シトクロム  c の放出を促進する 
(Fig.3-12)。 
Bax と Bim は生存因子の除去等の細胞死刺激に応答してミトコンドリアへ
と移動する。DNA 損傷によって活性化されると、p53 は Bax、Noxa、PUMA の
転写を亢進する。ミトコンドリアからの放出に準じて、シトクロム c は Apaf-1 
に結合し、カスペース-9 との活性化複合体を形成する。アポトーシス時のミト
コンドリア透過性とシトクロム c 放出の制御メカニズムは完全には分かって




































DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) 
に対するアポトーシス誘導において、Bax の活性化が関与しているかについて 
Anti-Bax (MBL) を用いて、フローサイトメーターにて測定した。 
滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後 DMTreCn 
(n=14, 16) を添加した。48 時間後、Wash Buffer で洗浄し、0.05% Trypsin/EDTA 
を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分離を行った。上澄みを除
去後、200μl の 4% Paraformaldehyde にて細胞を固定し、20 分間 70% Ethanol 
にて細胞を浸透化処理した。その後、Wash Buffer で洗浄し、10μl の clear back 
にて 1 時間室温で細胞をインキュベートし、40μl の一次抗体 Anti-Bax にて 
30 分間室温で細胞を染色し、40μl 二次抗体 Anti-IgG FITC WS にて 30 分間室
温で細胞を培養した。その後、細胞を洗浄し、1X Wash Buffer で細胞を再懸濁
し、ナイロンメッシュを通過させた。フローサイトメーターの測定は、光源に 
488nm の空冷アルゴンレーザーを出力 15mW で使用し、波長範囲 505~545nm 
の FL1 センサーで、Bax の発色量を検出した。 
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3-2-14 蛍光標識抗体染色による RKIP 活性の測定 
 
Raf-1 は細胞の分化増殖や細胞周期等を調節し、がん遺伝子として発見され
ている。Raf-1 キナーゼ阻害タンパク質 (Raf-1 Kinase Inhibitor Protein : RKIP) は、
膜リン脂質と結合するタンパク質として同定され、ホスファチジルエタノール
アミン結合タンパク質 (PEBP) と命名されたが、Raf-1 と結合し、MEK のリン
酸化する能力をブロックするため、現在、Raf-1 キナーゼ阻害タンパク質とし
て知られている 129)。RKIP は、MEK 経路、G タンパク質シグナル経路及び 
NF-κB シグナル経路を含む三つのシグナル伝達経路を調節する。MEK 経路は
細胞のがん化と最も密接に関連している。細胞膜表面に存在する G タンパク質
共役受容体 (G Protein-Coupled Receptor : GPCR) は G タンパク質と結合し、G 
タンパク質の α と βγ が切断され、活性化されると細胞内へ情報伝達し、細胞
運動、分化、増殖、発がんに関わっている。RKIP は GRK と結合することに













DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) 
に対するアポトーシスシグナルに RKIP の活性化が関与しているかについて検


















Fig.3-13 Role of RKIP in intracellular signaling126). 
 
滅菌済 6well plate に細胞懸濁液を 2ml 播種し、24 時間培養後 DMTreCn 
(n=14, 16) を添加した。48 時間後、Wash Buffer で洗浄し、0.05% Trypsin/EDTA 
を加えて細胞を回収し、3000 rpm × 3 分間で遠心分離を行った。上澄みを除去後、
200μl の 4% Paraformaldehyde にて細胞を固定し、20 分間 70% Ethanol にて細
胞を浸透化処理した。その後、Wash Buffer で洗浄し、50μl の一次抗体 Anti-RKIP
にて 30 分間室温で細胞を染色し、40μl 二次抗体 Anti-IgG FITC WS にて 30 分
間室温で細胞を培養した。その後、細胞を洗浄し、1X Wash Buffer で細胞を再
懸濁し、ナイロンメッシュを通過させた。フローサイトメーターの測定は、光
源に  488nm の空冷アルゴンレーザーを出力  15mW で使用し、波長範囲 
















トレハロース含有リポソーム  (DMTreCn (n=12, 14, 16)) の大腸がん細胞 
(HCT-116) 及び胃がん細胞 (MKN-45) に対する増殖抑制効果及び正常肺細胞 
(WI-38 細胞) に与える影響について検討した。結果を Fig.3-14～3-15 に示す。 
DMPC 単一リポソームは HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞に対し、生存率に
影 響 を 与 え な か っ た 。 DMTreC12 は  HCT-116 細 胞 に 対 し 、 10 ～
60mol%DMTreC12 において、ほとんど増殖抑制しなかったが、 65 ～
70mol%DMTreC12 は、40%～70% の抑制効果が得られた。MKN-45 細胞では、
70mol%DMTreC12 においてのみ 30% の抑制効果を示した。 
DMTreCn (n=14, 16) は HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞いずれの場合もト
レハロース濃度依存的にがん細胞に対する生存率が減少した。特に、TreCn 
55mol% 以上では、90% 以上の顕著な抑制効果を示した。30～50mol%TreCn で
は、抑制効果は  DMTreC14 ＜  DMTreC16 であった。また、DMPC 及び 
DMTreCn (n=14, 16) は正常細胞に影響を与えないことが明らかとなった。 


































Fig.3-14 DMTreCn (n=12, 14, 16) inhibited the growth of HCT-116 (A) and  
MKN-45 (B) cancer cells. Data represent the mean (n=3～6) ±S.D. 
* Student’s t test : compared with DMPC (p＜0.05) 
 


















































































Fig.3-15 DMTreCn (n=14, 16) showed no toxicity for WI-38 normal cells. 
Data represent the mean (n=3) ±S.D. 
 






















大腸がん細胞 (HCT-116)、胃がん細胞 (MKN-45)、 及び正常肺細胞 (WI-38) を
用いて、トレハロース含有リポソームの細胞への融合・蓄積について検討する
ために、トレハロース/蛍光脂質含有リポソーム DMPC/70mol%TreCn/5mol% 
NBDPC (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) を調製した。 
DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC の膜直径 (dhy) は動的光散乱法により測定した。
結果を Fig.3-16 と Table. 3-2 に示す。DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC の膜直径は 
4℃ において 100nm 付近で約一ヶ月間安定な膜を形成しており、細網内皮系 
(RES) を回避可能な 100nm 付近で、長期間にわたって安定であることが今回
初めて明らかとなった。一方、DMPC/NBDPC の膜直径は 100~200nm で不安
定であり、1 週間後沈殿が見られた。 
以上の結果から、DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC は RES を回避可能な長期間安
定な膜を形成することが明らかとなり、臨床応用に適していることが示された。 
次に、共焦点レーザー顕微鏡により DMTreCn/NBDPC の細胞への融合・蓄
積の観察を行った。画像を Fig.3-17～3-19 に示す。DMPC/NBDPC は HCT-116 




ロース界面活性剤である DMTreC14 より DMTreC16 は細胞へ融合・蓄積しや
すいことと関与していると考えられる。一方、正常肺細胞である WI-38 細胞に
は蛍光蓄積は観察されなかった。DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC はがん細胞のみに
高い選択性を示し、特異的に融合・蓄積していることが考えられる。 
以上のことから、DMPC より DMTreCn (n=14, 16) の膜流動性が高いことか
ら、特異的にがん細胞膜へ融合・蓄積しやすいことが考えられる。また、




Time(day) Sample 0 1 2 3 4 5
DMPC 125.0 140.9 154.4 151.3 167.1 172.5
DMTreC14 83.1 76.6 79.3 77.7 79.0 79.0
DMTreC16 77.7 76.5 78.4 73.7 79.1 78.4
Time(day) Sample 6 7 14 21 28 35
DMPC 205.1
DMTreC14 78.4 78.8 82.5 80.6 80.1 80.0
















Fig.3-16 Time course of dhy change for DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC at 4℃. 
: Precipitation 
 




















































Fig.3-17 Fluorescence micrographs of HCT-116 cancer cell streated with DMPC and     
       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  
Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 
[DMPC]=1.0×10-4M, [NBDPC]=5.0×10-6M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 













































Fig.3-18 Fluorescence micrographs of MKN-45 cancer cell streated with DMPC and     
       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  
Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 















































Fig.3-19 Fluorescence micrographs of WI-38 normal cell streated with DMPC and     
       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  
Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 























DMTreCn (n=12, 14, 16) の大腸がん細胞  (HCT-116) 及び胃がん細胞 
(MKN-45) に対するアポトーシス誘導について、PI 染色による DNA 断片化率
の測定を行った。結果を Fig.3-20～3-21 に示す。DMTreC12 は各がん細胞に対
し、DNA 断片化率の増大が見られなかったが、DMTreCn (n=14, 16) は HCT-116 
細胞及び MKN-45 細胞いずれの場合もトレハロース濃度依存的に DNA 断片

















Fig.3-20 The effects of DMTreCn (n=12, 14, 16) for apoptotic DNA rate of  
             HCT-116 cancer cells. Data represent the mean (n=3～4) ±S.D. 












































Fig.3-21 The effects of DMTreCn (n=12, 14, 16) for apoptotic DNA rate of  
             HCT-116 cancer cells. Data represent the mean (n=3～4) ±S.D. 























TUNEL 法によるアポトーシス細胞の観察を行った。結果を Fig.3-22 に示す。
各サンプル処理 48 時間後において、DMPC 単一リポソームでは TUNEL 陽性
を示す緑色蛍光が全く見られなかった。一方、DMTreCn (n=14, 16) で処理した各
がん細胞において、TO-PRO-3 により赤色に染色された核に、TUNEL 陽性を示
す緑色蛍光が観察され、DNA の断片化が認められた。 
























Fig.3-22 Fluorscence micrographs of cancer cells (HCT-116 (A) and MKN-45 (B)) after   
      the treatment with DMPC and DMTreCn (n=14, 16) using TUNEL assay for 48h.  
Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 









































3-3-4 アポトーシス誘導における細胞内カスペース-3, 8, 9 の活性化 
 
DMTreCn (n=14, 16) のアポトーシス誘導メカニズムについて、PhiPhiLux 及
び CaspaLux による細胞内カスペース-3, 8, 9 活性をフローサイトメーターに
て検討した。結果を Fig.3-23～3-25 に示す。Fig.3-18～3-20 から、Control と比
べ DMTreCn (n=14, 16) で処理した場合のピークは右側にシフトし、カスペース
-3, 8, 9 は活性化していることが明らかとなった。また、共焦点レーザー顕微鏡
を用いて観察した結果から、Control ではカスペース-3, 8, 9 を示す緑色蛍光が観
察されず、DMTreCn (n=14, 16) で処理した細胞において、PhiphiLux 及び 
CaspaLux の緑色蛍光が観察された。 
以上の結果から、DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT-116) 及び胃がん

























Fig.3-23 Activation of caspase-3 in apoptotic cancer cells (HCT-116 (A) and MKN-45 (B))  
 after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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Fig.3-24 Activation of caspase-8 in apoptotic cancer cells (HCT-116 (A) and MKN-45 (B))  
after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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Fig.3-25 Activation of caspase-9 in apoptotic cancer cells (HCT-116 (A) and MKN-45 (B))  
after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞におけるポトーシス誘導メカニズムを検討す
るために、DiOC6(3) によるミトコンドリア膜電位をフローサイトメーターにて
測定した。結果を Fig.3-26 に示す。HCT-116 細胞においては、Fig.3-21(A) か
ら明らかなように、Control と比べ DMTreC14 で処理した細胞では、ミトコン
ドリア膜電位の低下が見られなかったが、DMTreC16 で処理した細胞では、ピ
ークが右側にシフトしており、ミトコンドリア膜電位の上昇が示された。
























Fig.3-26 ΔΨm disruption of mitochondria membrane for cancer cells (HCT-116 (A)  
and MKN-45 (B)) treated with DMTreCn (n=14, 16) for 48h. 
 
[DMPC]=1.0×10-4M, [TreCn (n=14, 16)]=2.3×10-4M 
Control DMTreC14 DMTreC16
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観察した。結果を Fig.3-27 に示す。Control と比べ DMTreCn (n=14, 16) で処理
した場合はピークが左側にシフトし、ミトコンドリアからシトクロム c を放出
していることが明らかとなった。 

























Fig.3-27 Cytochrome c release from mitochondria of cancer cells (HCT-116 (A) and  
MKN-45 (B)) treated with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.   
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観察した。結果を Fig.3-28～3-29 に示す。Control と比べ DMTreCn (n=14, 16) 
で処理した各がん細胞では、Bax を示す緑色が観察され、Bax が活性化してい
ることが明らかとなった。 
以上のことから、DMTreCn (n=14, 16) の大腸がん細胞 (HCT-116) 及び胃がん
細胞 (MKN-45) に対するアポトーシス誘導において、Bax の活性化によりシト



















Fig.3-28 Activation of Bax in apoptotic HCT-116 cancer cells after the treatment of  
   DMTreCn (n=14, 16) for 24h. Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 







































Fig.3-29 Activation of Bax in apoptotic MKN-45 cancer cells after the treatment of  
   DMTreCn (n=14, 16) for 24h. Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 
























果を Fig.3-30 に示す。Control と比べ DMPC 処理細胞では、RKIP 活性の増大
が見られず、DMTreC16 で処理した細胞では、ピークが右側にシフトし、RKIP 
が活性化されていることが明らかとなった。 
この結果から、DMTreC16 の大腸がん細胞  (HCT-116) 及び胃がん細胞 






















Fig.3-30 Activation of RKIP in apoptotic HCT-116 (A) and MKN-45 (B)  
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本章では、リン脂質 (DMPC) とトレハロース界面活性剤 (TreCn (n=12, 14, 
16)) から成るトレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) のヒト大





1  DMTreCn (n=12, 14, 16) のがん細胞増殖抑制効果の結果より、DMPC 単一リ
ポソームは HCT-116 細胞及び MKN-45 細胞に対し、生存率に影響を与えな
かった。DMTreC12 は HCT-116 細胞に対し、10～60mol%DMTreC12 におい
て、ほとんど増殖抑制しなかったが、65～70mol%DMTreC12 は、40%～70% 
の抑制効果が得られた。MKN-45 細胞では、70mol%DMTreC12 においての
み 30% の抑制効果を示した。DMTreCn (n=14, 16) は HCT-116 細胞及び 
MKN-45 細胞いずれの場合もトレハロース濃度依存的にがん細胞に対する
生存率が減少した。特に、55mol%TreCn 以上では、90% 以上の顕著な抑制
効果を示した。30～50mol%TreCn では、抑制効果は DMTreC14 ＜ 
DMTreC16 であった。また、DMTreCn (n=14, 16) は正常細胞に影響を与えな
いことが確認出来た。 
 
2  リン脂質 (DMPC) とトレハロース界面活性剤 (TreCn (n=14, 16)) に蛍光脂
質 (NBDPC) を加えて調製した蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 
16)/NBDPC) の膜直径は細網内皮系 (RES) を回避できる 100nm 以下であ
り、4℃ において 1 ヶ月以上安定した膜を形成することが今回初めて明らか
となった。 
 
3  蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) を用いてがん細胞 
(HCT-116, MKN-45) 及び正常肺細胞 (WI-38) への融合・蓄積を検討したとこ
ろ、DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC は、正常肺細胞へ融合・蓄積せず、がん細
胞膜及び細胞内に、特異的に経時的に蓄積することを初めて明らかにした。
また、DMTreC14 より DMTreC16 の方ががん細胞膜へ融合・蓄積しやすい
ことが示された。 
 
4  DNA 断片化率の測定及び TUNEL assay の結果より、DMTreC12 はがん細胞





5  カスペース-3, 8, 9 活性の測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞に
おけるアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 が関与することを明らかにし
た。 
 
6  シトクロム c の放出、ミトコンドリア膜電位の測定及び Bax 活性の測定結
果より、ミトコンドリア膜電位低下せずに、Bax の活性化によりミトコンド
リアからシトクロム c が放出されることが初めて明らかとなった。 
 
7  RKIP 活性の測定結果より、DMTreC16 のがん細胞に対するアポトーシス誘
導に RKIP の活性が関与していることを初めて明らかにした。 
 
以上の結果より、DMTreCn (n=14, 16) が正常細胞に影響を与えず、がん細胞 





クロム c の放出、Bax 活性及び RKIP 活性の関与が初めて明らかとなった。 
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日本では、年間約 4 万人が肝臓がん (Hepatocellular Carcinoma : HCC) と診断
され、約 3.1 万人が HCC により死亡しており、男性では肺がん・胃がんに次
いでがん死の第 3 位を占め、女性では、第 6 位を占めている。10 年前より、
HCC の年間発症率は横ばいになりつつ、肝がんで死亡する人はわずかに減少傾
向にあるが、2008 年に、世界では 70 万人の死亡者を出しており、140 万人死




と”が肝がん発がんの大きな原因と推定されている。世界中の HCC の約 75%  
は、B 型肝炎ウイルス (HBV) 及び C 型肝炎ウイルス (HCV) の持続感染によ
る慢性肝炎や肝硬変が背景にあり、B 型肝炎ウイルスの保菌者では、ウイルス
そのものが発がんを起こしうると考えられている157)。また、アルコール性肝障
害 (Alcoholic Liver Disease)、非アルコール性脂肪性肝炎 (Non Alcoholic Steato- 



















項目 A B C
腹水 ない 治療効果あり 治療効果少ない
血清ビリルビン値 (mg/dl) 2.0 未満 2.0～3.0 3.0 超
血清アルブミン値 (g/dl) 3.5 超 3.0～3.5 3.0 未満
プロトロンビン活性値
(%)






目標は異なり、肝障害度 A, B では、0～Ⅲ 期は治療、Ⅳ 期は延命と症状緩和
を目標とするが、肝障害度 C では、肝移植による機能回復を目指す (Fig.4-1)158)。 
 





















































からほとんど効果が期待できないものまで、4 段階に分けることができる。HCC  
細胞に対し、抗がん剤がほとんど効かないことが問題となっている (Table. 4-2)。 
 









































































カーとして知られる α フェトタンパク (AFP) のフコシル化は、HCC 診断にお
いて大変特異性が高い。また、肝炎ウイルスの感染に糖鎖・レクチンを介する
経路が重要であることが明らかとなった。その後、ブタ脳及びヒト胃がん細胞
からコアフコースの合成に関わる糖転移酵素 α1-6 フコース転移酵素 (Fut8) の
遺伝子クローニングに成功した 160, 161)。しかし、Fut8 遺伝子はヒト正常肝臓組
織ではほとんど発現されていないものの、HCC のみならず周囲の肝硬変組織で
も高発現されていた 162)。新しい HCC 腫瘍マーカーとしてプロテオグリカンの




しかし、HCC の細胞膜に存在する グリピカン-3 が、なぜ血液中に分泌される
かの機構は不明である。近年、肝細胞をがん化させるがん遺伝子 (ZNFN3A19) 
が発見され、この遺伝子により細胞の異常増殖が起こると考えられている。最





ン β1 に Sialy-Tn を発現すると、細胞形態だけではなく、細胞増殖・転移が著
しく抑制される 168)。 
細胞の増殖に深く関わっている JAK/STAT 経路、PI3K/Akt 経路及び 






ヒト HCC 形成における前駆腫瘍形成性には、HCC 細胞の増殖と細胞死のバ
ランスの調節不良が関わっている。アポトーシスの調節のアンバランスを誘導
する HCC の分子レベルでの変化が報告されている (Fig.4-2)172)。p53 の発現ま
たは活性化の変化は、HCC において頻繁にあり173-175)、また、化学療法薬に対
する耐性を与える。多くの HCC 細胞は、Fas リガンドや TNF 関連アポトー

























Fig.4-2 HCC 細胞における抗アポトーシスシグナルのバランス179). 
 
 肝臓がんの抗がん剤であるジノスタチンスチマラマー (Zinosutain Stimalamer) 























ハリブリッドリポソーム (HL) 10, 11)は、それ自身が in vitro 及び in vivo にお
いて顕著な制がん効果を示し、種々のがん細胞にアポトーシスを誘導すること
が明らかとなっている。現在までに、HL は、ヒト肝臓がん細胞 (Hep-G2)14)、
ヒト肺がん細胞 (RERF-LC-OK, A549) 15)、ヒト乳がん細胞 (MDA-MB-453) 17)、
ヒト B リンパ腫細胞 (RAJI)、ヒト T リンパ腫細胞 (Molt-4) 22)、ヒト大腸がん
細胞 (WiDr) 23)、コトンラット胃腫瘍由来腹水性がん細胞 (CoRa622G6) 26, 27)等の
多くの悪性腫瘍細胞に対して、アポトーシスを誘導することが明らかとなった。
また、糖系界面活性剤スクロース (SucC12)37)、ラクト－ス (LacCn38), LacC10)39, 
40)を第三成分として含有させた HL は、in vitro において高い制がん効果が確認
されており、糖の水和及び糖の認識の関与が示唆されている。HL は、in vivo に
おいて担がんモデル動物を用いた治療実験から延命効果が得られている 12, 13)。 
本章では、トレハロース含有リポソームの肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に
対する制がん効果及び制がんメカニズムについて検討した。即ち、1) 酸素活性
測定法 (WST-1 assay) を用いて、DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞に対する増殖
抑制効果を検討した。2) がん細胞に対する融合・蓄積の観察について検討した。
3) フローサイトメーターによる DNA 断片率の測定及び TUNEL assay を用い
てアポトーシス細胞について検討した。4) アポトーシス誘導における細胞内カ
スペース-3, 8, 9 活性化を検討した。5) ミトコンドリア膜電位の測定、シトクロ
ム c 放出の測定、Bax 活性の測定により、アポトーシス誘導におけるミトコン










L-α-dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) は、2-2-1と同様のものを使用した。 
 
界面活性剤 
α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monododecanoate (TreC12) は、2-2-1 と同
様のものを使用した。 
 
α-D-Glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside monomyristate (TreC14) は、2-2-1 と同様
のものを使用した。 
 




Palmitoyl-2 [12-(7-nitro-2-1, 3-benzoxadiazoi-4-yl)amino] dodecanoyl -sn-glycero-3- 











4-2-4 動的光散乱法による膜直径 (dhy) の測定 
 
蛍光脂質含有リポソームの膜直径は、2-2-3 と同様の方法で測定した。また、






がん細胞には、ヒト肝臓がん  (Hep-G2, HuH-7; Hepatocellular Carcinoma, 
Human) を使用し、正常細胞には、ヒト胎児肺二倍体線維芽細胞 (WI-38; Human 
Diploid Lung)を使用した。なお、Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞は理研細胞バン
ク (RIKEN Cell Bank) より、WI-38 細胞は ATCC より購入した。 
Hep-G2 細胞及び WI-38 の培地は MEM に 10%FBS、1.0mM ピルビン酸、
0.1mM 非必須アミノ酸を添加したものを用い、HuH-7 細胞の培地は D-MEM 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium; Invitrogen) に 10% FBS を添加したものを用
いた。以上のすべての細胞は、37℃、5%CO2、湿度 95% の条件で培養した。 
 
4-2-6 酵素活性測定法 (WST-1 assay) による細胞増殖抑制試験 
 








4-2-8 フローサイトメーターによる DNA 含量の測定 
 
フローサイトメーターによる DNA 含量の測定は、3-2-8 と同様の原理及び方
法で測定した。 
 





4-2-10 カスペース-3, 8, 9 活性の測定 
 













4-2-13 細胞内 Bax 活性の測定 
 
細胞内 Bax 活性の測定は、3-2-13 と同様の原理及び方法で測定した。 
 
4-2-14 蛍光標識抗体染色による RKIP 活性の測定 
 







3-3-1 において、トレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) は正
常細胞に影響を与えずに、大腸がん及び胃がん細胞に対して増殖抑制効果を示
した。本節では、肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対する DMTreCn (n=12, 14, 
16) の増殖抑制効果について検討した。結果を Fig.4-3 に示す。 
DMPC 単一リポソームは Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞に対し、生存率に影
響を与えなかった。DMTreC12 は Hep-G2 細胞に対し、10～60mol%DMTreC12 
において、ほとんど増殖抑制しなかったが、65～70mol%DMTreC12 において、
30%～85% の抑制効果が得られた。HuH-7 細胞では、45～70mol%DMTreC12 で
は、トレハロース濃度依存的にがん細胞に対する生存率が減少した。 
DMTreCn (n=14, 16) は Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞いずれの場合もトレハ
ロース濃度依存的にがん細胞に対する増殖抑制効果を示した。特に、
55mol%TreCn 以上では、90% 以上の顕著な抑制効果を示した。30～50mol% 
TreCn では、抑制効果は DMTreC14 ＜ DMTreC16 であった。 

































Fig.4-3 DMTreCn (n=12, 14, 16) inhibited the growth of Hep-G2 (A) and  
HuH-7 (B) cancer cells. Data represent the mean (n=3～6) ±S.D. 
* Student’s t test : compared with DMPC (p＜0.05) 
 


































































3-3-2 において、トレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) 
は正常肺細胞である WI-38 細胞には蛍光蓄積は観察されず、HCT-116 細胞及
び MKN-45 細胞のみに高い選択性を示し、特異的に融合・蓄積していることが
明らかとなっていた。本節では、肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) を用いて、
DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC のがん細胞への融合・蓄積について、共焦点レーザ
ー顕微鏡により観察を行った。画像を Fig.4-4～4-5 に示す。 
DMPC/NBDPC は Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞に対しては、蛍光蓄積が見





以上のことから、DMPC より DMTreCn (n=14, 16) の膜流動性が高いことか
ら、特異的にがん細胞膜へ融合・蓄積しやすいことが考えられる。また、炭素






























Fig.4-4 Fluorescence micrographs of Hep-G2 cancer cell streated with DMPC and     
       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  
Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 


















































Fig.4-5 Fluorescence micrographs of HuH-7 cancer cell streated with DMPC and     
       DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC using confocal laser microscope at 37℃.  
Scale bar : 10μm, Magnification : ×40 


























DMTreCn (n=12, 14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対するアポトー
シス誘導について、PI 染色による DNA 断片化率の測定を行った。結果を 
Fig.4-6～4-7 に示す。DMTreC12 は各がん細胞に対し、DNA 断片化率の増大が
見られなかったが、DMTreCn (n=14, 16) は Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞いず
れの場合もトレハロース濃度依存的に  DNA 断片化率が増大した。特に、

















Fig.4-6 The effects of DMTreCn (n=12, 14, 16) for apoptotic DNA rate of  
             Hep-G2 cancer cells. Data represent the mean (n=3～4) ±S.D. 










































Fig.4-7 The effects of DMTreCn (n=12, 14, 16) for apoptotic DNA rate of  
            HuH-7 cancer cells. Data represent the mean (n=3～4) ±S.D. 























TUNEL 法によるアポトーシス細胞の観察を行った。結果を Fig.4-8 に示す。
試料添加 48 時間後において、DMPC 単一リポソームでは TUNEL 陽性を示す
緑色蛍光が全く見られなかった。一方、DMTreCn (n=14, 16) で処理した各がん細
胞において、TO-PRO-3 により赤色に染色された核に、TUNEL 陽性を示す緑色
蛍光が観察され、DNA の断片化が認められた。 

























Fig.4-8 Fluorscence micrographs of cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B)) after the  
     treatment with DMPC and DMTreCn (n=14, 16) using TUNEL assay for 48h.  
Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 









































4-3-4 アポトーシス誘導におけるカスペース-3, 8, 9 の活性化 
 
DMTreCn (n=14, 16) のアポトーシス誘導メカニズムについて、PhiPhiLux 及
び CaspaLux による細胞内カスペース-3, 8, 9 活性をフローサイトメーター及
び共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。結果を Fig.4-9～4-11 に示す。フローサ
イトメーターの結果から、Control と比べ DMTreCn で処理した場合のピークは
右側にシフトし、カスペース-3, 8, 9 は活性化していることが明らかとなった。
また、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した結果から、Control ではカスペー
ス-3, 8, 9 を示す緑色蛍光が観察されず、DMTreCn (n=14, 16) で処理した細胞に
おいて、PhiphiLux 及び CaspaLux の緑色蛍光が観察された。 
この結果から、DMTreCn (n=14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対す


































Fig.4-9 Activation of caspase-3 in apoptotic cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B)) 
after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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Fig.4-10 Activation of caspase-8 in apoptotic cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B)) 
after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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Fig.4-11 Activation of caspase-9 in apoptotic cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B)) 
after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 48h.  
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DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞におけるポトーシス誘導メカニズムを検討す
るために、DiOC6(3) によるミトコンドリア膜電位をフローサイトメーターにて
測定した。結果を Fig.4-12～4-13 に示す。Hep-G2 細胞においては、Fig.4-12 か
ら明らかなように、Control と比べ DMTreCn (n=14, 16) で処理した細胞では、
ミトコンドリア膜電位の低下が見られなかった。一方、HuH-7 細胞においては、





















Fig.4-12 ΔΨm disruption of mitochondria membrane for Hep-G2 cancer cells  
treated with DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 48h.  
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Fig.4-13 ΔΨm disruption of mitochondria membrane for HuH-7 cancer cells  
treated with DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 48h.  
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ミトコンドリアからのシトクロム c 放出をフローサイトメーターにて観察
した。結果を Fig.4-14～4-15 に示す。Control と比べ DMTreCn (n=14, 16) で処
理した場合はピークが左側にシフトし、ミトコンドリアからシトクロム c を放
出していることが明らかとなった。 






















Fig.4-14 Cytochrome c release from mitochondria of Hep-G2 cancer cells  
treated with DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 48h.   
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Fig.4-15 Cytochrome c release from mitochondria of HuH-7 cancer cells  
treated with DMTreCn (n=14 (A), 16 (B)) for 48h.   
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DMTreCn (n=14, 16) のアポトーシス誘導メカニズムについて、ミトコンドリ
アからシトクロム c の放出が確認された。そのため、ミトコンドリアからシト
クロム c の放出を促進するプロアポトーシスタンパク質である Bax の活性を
フローサイトメーターにて観察した。結果を Fig.4-16 に示す。Control と比べ 
DMTreCn (n=14, 16) で処理した各がん細胞では、Bax を示す緑色が観察され、
Bax が活性化していることが明らかとなった。 
以上のことから、DMTreCn (n=14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対
































Fig.4-16 Activation of Bax in apoptotic cancer cells (Hep-G2 (A) and HuH-7 (B))  
after the treatment with DMTreCn (n=14, 16) for 24h.  
Scale bar : 10μm, Magnification : ×80 
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4-3-6 アポトーシス誘導における RKIP の活性化 
 
DMTreCn (n=14, 16) の肝臓がん細胞におけるポトーシスシグナル伝達におけ
る RKIP の関与について検討した。結果を Fig.4-17～4-18 に示す。Control と
比べ DMPC で処理した各がん細胞では、RKIP 活性の増大が見られなかった。
DMTreC14 で処理した Hep-G2 細胞では、70mol% のみにおいて RKIP 活性の
増大が見られ、DMTreC16 で処理したいずれの場合のピークも右側にシフトし、
RKIP は活性化していることが明らかとなった。 























Fig.4-17 Activation of RKIP in apoptotic Hep-G2 cancer cells after the  
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Fig.4-18 Activation of RKIP in apoptotic HuH-7 cancer cells after the  








本章では、リン脂質 (DMPC) とトレハロース界面活性剤 (TreCn (n=12, 14, 
16)) から成るトレハロース含有リポソーム (DMTreCn (n=12, 14, 16)) のヒト肝





1  DMTreCn (n=12, 14, 16) のがん細胞増殖抑制効果の結果より、DMPC 単一リ
ポソームは 各肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対し、生存率に影響を与え
なかった。DMTreC12 は Hep-G2 細胞に対し、10～60mol%DMTreC12 にお
いて、ほとんど増殖抑制されなかったが、65～70mol%DMTreC12 では、30%
～85% の抑制効果が得られた。HuH-7 細胞では、45～70mol%DMTreC12 に
おいて、トレハロース濃度依存的にがん細胞に対する生存率が減少した。
DMTreCn (n=14, 16) は Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞いずれの場合もトレ
ハロース濃度依存的にがん細胞に対する増殖抑制効果を示した。特に、
50mol%TreCn 以上では、90% 以上の顕著な抑制効果を示した。30～
50mol%TreCn では、抑制効果は DMTreC14 ＜ DMTreC16 であった。 
 
2  蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) を用いてがん細胞 
(Hep-G2, HuH-7) への融合・蓄積を検討したところ、DMTreCn (n=14, 16)/ 
NBDPC は、肝臓がん細胞膜及び細胞内に、特異的に経時的に蓄積すること
が示された。また、DMTreC14 より DMTreC16 の方ががん細胞膜へ融合・
蓄積しやすいことを初めて明らかにした。 
 
3  DNA 断片化率の測定及び TUNEL assay の結果より、DMTreC12 はがん細胞




4  カスペース-3, 8, 9 活性の測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞に
おけるアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 が関与することが初めて明ら
かとなった。 
 
5  シトクロム c の放出、ミトコンドリア膜電位の測定及び Bax 活性の測定結
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果より、ミトコンドリアを経由し、ミトコンドリア膜電位が低下する 
(HuH-7) 及び低下しない (Hep-G2) 二つの経路があることが明らかとなった。
Bax の活性化によりミトコンドリアからシトクロム c が放出されることが
初めて明確となった。 
 
6  RKIP 活性の測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) は肝臓がん細胞に対するア
ポトーシス誘導に RKIP の活性が関与していることを初めて明らかにした。 
 
以上の結果より、DMTreCn (n=14, 16) が正常細胞に影響を与えず、肝臓がん
細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対して高い増殖抑制効果が明確となった。また、







































現在用いられているがんの治療は 1. 外科療法、2. 放射線療法、3. 化学療法、



















カンによる 2 剤併用療法では、シスプラチン (CDDP) の強い腎毒性、イリノ
テカン (CPT-11) の下痢が見られる2, 8)。副作用は個々の患者において、または、
状態や合併症によって異なるため、副作用を軽減するように、抗がん剤をコン
トロールすることは難しい。  




















第 2 章では、トレハロース含有リポソーム DMTreCn (n=12, 14, 16) は、トレ
ハロースの含有量により、膜直径が異なることが明らかとなった。65～70mol% 
DMTreC12、40～50mol%, 70mol%DMTreC14、30～55mol%DMTreC16 の膜直径
は、37℃ において細網内皮系 (RES) を回避可能な 100nm 付近で、約一ヶ月間
安定な膜を形成していることが今回初めて明らかとなり、臨床応用に適してい
ることが示された。また、DMTreCn (n=12, 14, 16) の膜内部の流動性は DMPC 
単一リポソームよりも高いことが示された。DMTreC14 の固定水層は DMPC 
単一リポソームよりも高いことが明らかとなった。 
第 3 章では、DMTreCn (n=12, 14, 16) の大腸がん (HCT-116) 及び胃がん 
(MKN-45) 細胞に対する増殖抑制効果を検討した。DMTreCn (n=14, 16) はトレ
ハロース濃度依存的にがん細胞の増殖抑制効果を示した。また、DMTreC14 よ
り DMTreC16 の方が高い増殖抑制効果を示した。正常細胞に対しては影響を与
えないことを確認した。トレハロース含有リポソーム (DMTreCn) に蛍光脂質 
(NBDPC) を加えて調製した蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/ 
NBDPC) の膜直径は細網内皮系 (RES) を回避できる 100nm 以下であり、4℃ 
において 1 ヶ月以上安定した膜を形成することが明確となった。蛍光脂質含有
リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC) を用いてがん細胞 (HCT-116, 




化率の測定及び TUNEL assay の結果より、DMTreC12 はがん細胞に対して 
DNA 断片化率の増大が見られなかった。DMTreCn (n=14, 16) はトレハロース濃
度依存的に DNA 断片化率の増大が見られ、各がん細胞に対してアポトーシス
を誘導することが確認出来た。カスペース-3, 8, 9 活性の測定結果より、
DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞におけるアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 
が関与することが明確となった。ミトコンドリア経路については、ミトコンド
リア膜電位は低下せずに、Bax の活性化によりミトコンドリアからシトクロム 
c が放出されることが確認出来た。RKIP 活性の測定結果より、DMTreC16 はが
ん細胞に対するアポトーシス誘導に RKIP の活性化が関与していることを明ら
かにした。  
第 4 章では、DMTreCn (n=12, 14, 16) の肝臓がん細胞 (Hep-G2, HuH-7) に対
する増殖抑制効果を検討した。DMTreCn (n=14, 16) はトレハロース濃度依存的
にがん細胞の生存率の減少が得られた。また、DMTreC14 より DMTreC16 の方
が高い増殖抑制効果を示した。蛍光脂質含有リポソーム (DMTreCn (n=14, 16)/ 
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NBDPC) を用いてがん細胞 (Hep-G2, HuH-7) への融合・蓄積を検討したところ、
DMTreCn (n=14, 16)/NBDPC は、肝臓がん細胞膜及び細胞内に、特異的に経時的
に蓄積することを確認出来た。また、DMTreC14 より DMTreC16 の方ががん細
胞膜へ融合・蓄積しやすいことが示された。DNA 断片化率の測定及び TUNEL 
assay の結果より、DMTreC12 はがん細胞に対して DNA 断片化率の増大が見ら
れなかった、DMTreCn (n=14, 16) はトレハロース濃度依存的に DNA 断片化率
の増大が見られ、肝臓がん細胞に対してアポトーシスを誘導することが明確と
なった。カスペース-3, 8, 9 活性の測定結果より、DMTreCn (n=14, 16) の肝臓が
ん細胞におけるアポトーシス誘導にカスペース-3, 8, 9 が関与することを初めて
明らかにした。ミトコンドリア経路に関しては、HuH-7 細胞の場合は、ミトコ
ンドリア膜電位が低下したが、一方、Hep-G2 細胞では低下しなかった。また、
Hep-G2 細胞及び HuH-7 細胞いずれの場合も Bax の活性化によりミトコンド
リアからシトクロム c が放出されることを初めて明らかにした。RKIP 活性の


















Fig.5-1 Schematic representation of a mechanism for apoptosis of cancer cells  
induced by DMTreCn. 
 
以上述べたように、65～70mol% DMTreC12、40～50mol%, 70mol%DMTreC14、































DMTreCn (n=14, 16) のがん細胞におけるアポトーシス誘導にはミトコンドリア
からシトクロム c の放出、カスペース-3, 8, 9 の活性化、Bax の活性化及び 
RKIP の活性化が関与することが明らかとなった (Fig.5-1)。 
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